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【要旨】　糖尿病で生じる種々の組織障害に活性酸素は重要な役割を果たしており、網膜症の発症・進展に
も促進的に働いていると考えられる。我々は増殖糖尿病網膜症（proliferative　diabetic　retinopathy；以下PDR
とする）患者の硝子体液中において抗酸化能の指標となるtotal　antioxidant　power（以下TAPとする）を測定
し、病態との関連を検討した。増殖糖尿病網膜症48例と対照として黄斑円孔（macular　hole；以下MHとす
る）16例につき、硝子体液中のTAPの測定をおこなった。さらに硝子体液をascorbate　oxidaseにて処理し、
アスコルビン酸を消去した後に再度TAPを測定した。　TAPはPDR群ではMH群に比べて有意に低語で
あった。ascorbate　oxidase処理後のTAPは処理前と比較してPDR、　MHともに有意に低下を示し、　ascorbate
oxidaseによるTAPの低下率はPDRで66．5％、　MHで9L5％であった。これらのことからPDRでは硝子体
液の抗酸化能が低下を示し、抗酸化能に寄与するアスコルビン酸の割合はMHと比較し低いものと考えられ
た。またPDRではアスコルビン酸以外の抗酸化物質が硝子体液で増加していることが示唆された。
はじめに
　糖尿病で生じる種々の組織障害に活性酸素は重要
な役割を果たしていると考えられている1）。糖尿病の
合併症は大血管症と細小血管症があり、前者には冠動
脈疾患・脳梗塞・閉塞性動脈硬化症が、後者には糖尿
病神経障害・糖尿病網膜症・糖尿病腎症が含まれる。各
種の疾患や病態に活性酸素は重要な役割を果たして
いる2）が、糖尿病網膜症においてもVEGFによる血管
新生の西進3）などの他に、糖化蛋白の形成や網膜血流
障害にともなって生じる活性酸素が網膜症の発症・進
展に促進的に働いているとされている1）。従来、糖尿病
網膜症においてはVEGFが血管透過性の充進作用や
血管新生の促進の面から、病態の発症・進展に関与す
る主要な因子であると考えられてきたが、VEGFのみ
で網膜症の病態すべてを説明することはできない。活
性酸素による酸化ストレス反応は抗酸化物質によっ
て抑制されると考えられており、糖尿病網膜症に関し
て長内の抗酸化物質の意義が注目されている4）。眼内
における主な抗酸化物質はアスコルビン酸であると
の報告5）があるが、抗酸化能を全体として評価した報
告はまだない。我々はアスコルビン酸だけではなく抗
酸化物質全体としての抗酸化能を評価するために
TAPを用いた。　TAPは一価銅イオンの形成を介して
検体中の抗酸化能を評価する方法であり、総合的な抗
酸化能の指標として有用性が高いと期待されている。
従来、Trolox－equivalent　antioxidant　capacity（TEAC）
などを用いて抗酸化能を測定した報告6一8）があるが、
反応生成物の影響を受け測定が複雑という欠点が
あった9）。今回我々は抗酸化能の指標としてTAPを使
用し、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体液中における抗
酸化能を測定し、病態との関連を検討した。
　また、眼内のアスコルビン酸以外の抗酸化能は従来
評価されていない。我々はアスコルビン酸分解酵素で
あるascorbate　oxidaseを用いて硝子体液内のアスコル
ビン酸を除去し、その後TAPを測定した。本研究によ
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り、アスコルビン酸以外の抗酸化能について考察する
ことができ、今後解明すべき方向性が示された。
研究対象及び方法
　1．対象
　対象は当院眼科においてPDRのために硝子体手術
を受けた2型糖尿病患者48例で男性28例、女性20
例であった。平均年齢は57．8±10．6歳、HbAlcは7．5±
1．9％であった。対照としたMH16例に関しては男性
5例、女性ll例、平均年齢は69．4±6．3歳であった。
（Table　1）
　検体はPDR　48例の硝子体液を用いた。また対照は
MH16例の硝子体液とした。検体採取と実験での使用
に関してインフォームド・コンセントを行い、承諾を
得、硝子体液は採取後測定時まで一80℃にて凍結保存
を行った。
　2．方法
　VEGFの測定にはR＆Dsystems社のELISA　kit
を使用した。
　TAPの測定に関してはOxford　biomedical　reserch
社のassay　kitを用い、操作手順に従って測定を行っ
た。以下に概要を述べる。10μ1の硝子体液検体を緩衝
液を用いて40倍に希釈し、マイクロプレートに加え
測定波長490nmでの吸光度を測定した。次に2価の
Cuイオンを含んだ溶液を加え、検体中の抗酸化物質
によって1価のCuイオンが生じ、これが溶液中の
bathocuproineと結合して形成された複合体を測定波
長490nmでの吸光度を測定した。この値と前値との
差を標準曲線と比較しTAPを求めた。本測定系では
尿酸を標準溶液として用い、尿酸lmMがもつ抗酸化
能が2，189mMであることより換算を行いTAPとし
た。
　アスコルビン酸の除去に関してはascorbate
oxidase（コスモバイオ社）を用い、穐原ら10）の方法に
準じて行った。5，㎜μg／mlのアスコルビン酸溶液1こ
Table　l　Characteristics　of　patients　with　proliferative
　　　　diabetic　retinopathy　and　macular　holes．
MH
濃度を変えてascorbate　oxidaseを加え温度300Cにて
10分間インキュベート後TAPをしたところ、最終濃
度15U／mlのascorbate　oxidaseにて、　TAPは測定感
度以下となったため以後この濃度を用い、検体中のア
スコルビン酸を除去することとした。PDR患者の硝
子体液に上記の条件でascorbate　oxidase処理を行い、
同様にTAPを測定し処理前のTAPと比較した。
　3．統計学的処理
　VEGFおよびTAPは平均値±標準偏差（Mean±
Standard　deviation）で表し、2群間の検定はMann－
Whitney－testを用いて行った。（Windows版Statview
version　5．0　software）
結 果
　1．VEGFの測定
　硝子体液中のVEGFはMH群の27．2±17．2　pg／ml
と比べ、PDR群では2，136．9±2，299．7　pg／mlと有意に
高値（p＜o．㎜1）を示した（Fig．1）。
　2・TAPの測定
　硝子体液中のTAPはMH群では453±0．81　mM、
PDR群では2．36±0．70　mMと、　MH群と比較しPDR
群では有意に低山（p＜o．㎜1）を示した。（Fig2）
　3．ascorbate　oxidase処理後のTAP測定
　ascorbate　oxidase処理後の硝子体液中のTAPは
MH群で0．39±0．llmM、　PDR群では0．79±0．24
mMであった。　ascorbate　oxidase処理前と比較しMH
群、PDR群とも有意にTAPは低下（p＜0．㎜1）し、
各々の低下率はMH群で91．5％、　PDR群で66．5％で
あった。
　またascorbate　oxidase処理後のMH群とPDR群
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Fig．1　Vitreous　VEGF　levels　in　the　MH　group　and　PDR
　　　group．
　　　Patients　with　PDR　had　significantly　higher　concentra－
　　　tions　of　VEGF　than　those　with　MH．　（＊：　P〈O．OOOI）
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Fig．2　Vitreous　total　antioxidant　power　levels　in　the　MH　group
　　　and　PDR　group．
　　　Patients　with　PDR　had　significantly　lower　concentra－
　　　tions　of　TAP　than　those　with　MH．　（’：　P〈O．OOOI）
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Fig．3　Vitreous　total　antioxidant　power　before　and　after　quen－
　　　ching　ascorbic　acid　with　ascorbate　oxidase　in　PDR　and
　　　MH．
　　　十〇xidase：　after　quenching　ascorbic　acid
　　　（＊：　P〈O．OOO　I）　（＊＊i　P〈ODOO　I）　（＊＊＊：　P〈O．05）
のTAPを比較するとPDR群の方が有意に高値（p＜
o．05）を示した（Fig．3）。
考 察
　1型糖尿病および2型糖尿病では酸化ストレスが増
大しており11・12）、合併症の発症・進展に関与していると
考えられている1・13）。フリーラジカルは正常な代謝経路
においてはスカベンジャー系によって除去されるが、
その産生と除去のバランスが崩れると結果として酸
化ストレスが増大することとなる。糖尿病網膜症は糖
尿病による高血糖状態が網膜血管、特に毛細血管とそ
の周囲の神経組織や支持組織に機能的・器質的変化を
引き起こした結果生じる血管原性の病変といわれて
いる14）。糖尿病網膜症の発症機序としてはポリオール
代謝二進、PKC活性化、糖化蛋白などの関与が報告さ
れているが、酸化ストレス15・’6）が直接に、あるいは
VEGFをはじめとしたサイトカインの産生を介して
網膜症の病態形成に深く関与すると考えられてい
る17）。
　今回の実験において硝子体液中の全抗酸化能の指
標としてTAPを測定したが、過去に抗酸化能を全体
として評価した報告はみられていない。
　TAPと同時に測定したVEGFは既報18）と同様に
PDR群がMH群に比べ有意に高値であったことから
本実験に用いた検体は、PDRの病態として適切な検
体と考えられた。
　臨床的に正常硝子体に近いと考えられるMH群に
比べてPDR群では硝子体液中のTAPが有意に低下
していた。このことから網膜症の発症・進展に酸化ス
トレスが関連していると考えられた。
　PDR群でのTAPの低下の原因としては、糖尿病状
態でのフリーラジカル産生増加に伴う酸化ストレス
の増大により、眼内の抗酸化物質が消費されたためと
考えられる。高野ら5）によるとPDR群ではMH群に
比べ酸化ストレスが増大しており防御反応として抗
酸化物質であるアスコルビン酸が消費されていると
している。しかし抗酸化物質の産生低下の可能性も考
えられ、今後の検討を要すると考えられた。
　生体内での主要な抗酸化物質としてアスコルビン
酸は重要な働きを担っていると考えられている19・20）。
血漿アスコルビン酸は2型糖尿病患者で濃度が低下
しており、糖尿病性合併症の進展した症例で低下がよ
り顕著であることはsinclairらにより報告されてい
る4）。
　アスコルビン酸濃度に関して、二二と血漿とを比較
すると、眼内濃度がより高値であることが認められて
いる。高野ら5）によれば硝子体液中の主要な抗酸化物
質としてもアスコルビン酸が報告されており、そのア
スコルビン酸濃度はPDRで120．9±36．3μg／ml、　MH
で446．9±154．2μ9／mlであった。
　アスコルビン酸をPDRの治療や予防に使用すると
いう試みもなされている。Kowluruら2ユ・22）は糖尿病
ラットを用いた系で抗酸化物質であるアスコルビン
酸投与群では網膜症の発症が抑制され、その機序とし
て網膜組織の酸化ストレスが抑制されたためとの報
告している。さらに、Hanashimaら23）は硝子体液にお
ける高濃度のアスコルビン酸が血管新生を阻害する
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因子として働いている可能性があるとしている。しか
し、抗酸化物質の有用性に懐疑的な実験報告24）も存在
する。糖尿病網膜症患者においてもMayer－Davisら25）
やMillenら26）はアスコルビン酸の経口投与における
血清レベルと網膜症の進展に有意な相関関係は存在
しなったと報告しており、現在のところアスコルビン
酸の投与によるPDRの進展抑制の意義は確立されて
いない。
　生体内で抗酸化能を呈する物質としてはアスコル
ビン酸以外にグルタチオン、α一トコフェロール、β一カ
ロチン、尿酸、ビリルビンといった他の低分子抗酸化
物質や酵素、非酵素蛋白がある19）。我々はアスコルビ
ン酸以外の抗酸化物質を評価するためにascorbate
oxidaseを用いてアスコルビン酸の影響を除去した
後、硝子体液中の抗酸化能の変化を検討した。その結
果、MH群ではアスコルビン酸除去後にTAPは91．5％
低下したが、PDR群では66．5％しか低下せず、　PDR群
ではascorbate　oxidase添加後のTAP低下率が低かっ
た。このことから全点酸化能におけるアスコルビン酸
の寄与する割合が、PDR群ではMH群に比べ低いこ
とが示された。PDR群ではascorbate　oxidase処理前の
TAPは低く、さらにその中でアスコルビン酸の占め
る割合が低いため、硝子体液面のアスコルビン酸は
MH群に比べ、低値であると考えられる。
　ascorbate　oxidase処理後のMH群とPDR群の
TAPを比較するとPDR群の方がMH群に比べて有
意に高値（p＜0．05）を示した。このことよりPDR群
においてはMH群と比べアスコルビン酸以外の抗酸
化物質が増加していることが推測された。抗酸化物質
が増大した理由は増大した酸化ストレスに対する生
体の防御反応が考えられるが、糖尿病網膜症において
新たに産生されている可能性もあり、この物質の解明
は今後の重要な課題と考えられた。このような抗酸化
反応の変動の要因を解明することにより糖尿病性網
膜症の新たな治療につながる可能性が考えられる。
結 論
　1．増殖糖尿病網膜症では黄斑円孔に比し硝子体心
中のTAPが有意に低値であり、抗酸化物質の低下と
網膜症の発症・進展との問に関連があることが推測さ
れた。
　2．硝子体液中ではアスコルビン酸が抗酸化物質と
して主に作用していることが確認された。
　3．増殖糖尿病網膜症では硝子体液中にアスコルビ
ン酸以外の抗酸化物質の増大が認められた。
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Anitioxidant　activity　in　vitreous　humor　of　proliferative　diabetic　retinopathy
Yoshiki　IWAKI，　Yoshiya　KATSURA，　Takeshi　MATSUOKA
Fifth　Department　of　Internal　Medicine，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　Reactive　oxygen　plays　an　important　role　in　the　various　tissue　disorders　in　diabetes　and　facilitates　the　onset　and
development　of　diabetic　retinopathy．　We　measured　the　total　antioxidant　power　（TAP）　of　the　vitreous　humor　of　proliferative
diabetic　retinopathy　（PDR）　as　an　index　of　antioxidant　activity．　TAP　and　vascular　endothelial　growth　factor　（VEGF）　of
vitreous　humor　were　measured　in　16　patients　with　macular　holes　（MH）　and　in　48　patients　with　PDR．　ln　order　to　quench
ascorbic　acid　activity，　we　added　ascorbate　oxidase　to　vitreous　humor　and　measured　TAP．　The　patients　with　PDR　showed
significantly　higher　concentrations　of　VEGF　than　those　with　MH．　The　patients　with　PDR　showed　significantly　lower
concentrations　of　TAP　than　those　with　MH．　Compared　with　the　concentrations　of　TAP，　those　of　TAP　after　quenching
ascorbic　acid　decreased　significantly　in　both　PDR　and　MH．　The　degradation　rates　of　TAP　by　ascorbate　oxidase　addition
in　MH　and　PDR　were　91．50／o　and　66．5％　respectively．　Among　the　antioxidants，　ascorbic　acid　is　considered　to　play　a　major
role　in　vitreous　humor．　However　the　proportion　of　ascorbic　acid　in　whole　antioxidant　activity　in　vitreous　humor　of　PDR
seems　to　be　smaller　than　that　of　MH．　ln　PDR，　the　antioxidant　activity　was　greater　than　in　cases　with　MH．　lt　was　suggested
that　some　antioxidants　were　newly　produced　in　the　vitreous　humor　of　PDR．
〈Key　words＞　Diabetes　Mellitus，　Proliferative　diabetic　retinopathy，　Ascorbic　acid，　Total　antioxidant　power
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